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ABSTRACT

Prostate cancer is in many developed countriesnib& common type of cancer and the second
leading cause of cancer-related death in the mapeilption. The marker of prostate cancer is
called prostate specific antigen, PSA, whose sraaibunt is normally secreted by prostatic
epithelial cells into the bloodstream. However,régased level of PSA in the blood does not
indicate only the presence of prostate cancer,abytabnormality of this gland; it is also very
individual and variable. Therefore, many patients @eedlessly indicated on other tests that are
reliable, but unpleasant. On the other hand, 20%mef with prostate cancer nave PSA level in
normal. In addition, the PSA level does not idgntiife degree of tumor aggressiveness. Therefore,
particularly in recent years, when the incidenciméseasing more and more, science needs to find
a reliable marker of prostate cancer and therebse&se the chances for successful treatment. In
2009, scientists examined 1126 substances, whichl serve in the future as reliable markers of
this disease. The most excelled substance wassgagcolts amount increased in many samples
proportionally with the disease stage. Another eaasvhy this substance could be a marker of
prostate cancer, is the fact that in urine samgalken from men without prostate cancer did not
occur. The main objective of this study was to mje the method for rapid and reliable
determination of sarcosine in various samples, ssclysates of cultivated prostate cells or urine
samples and interaction effect on sarcosine. Furtbie, using this method to confirm or refute the
possibility of using sarcosine in the diagnostitprostate cancer.

Key words: sarcosine, tumor marker, prostate cancer, inferaetffect, high performance liquid
chromatography (HPLC)
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uvoD
Karcinom prostaty jako maligni nadorové onemwdrprostaty byva klinicky neéastji oznasovan

adenokarcinom prostaty, charakterizovdn abnormalngkoordinovanym tistem epitelidlnich
prostatickych buék se ztratou jejichjorodni funkce. Jednotny mechanismus vzniku a fodni
karcinomu prostaty neni dosud znam, pigpediob® se jedna o souboriznych viivii. Asi
nejhlavrgj§im faktorem ovliviujicim vznik karcinomu prostaty jegk, s kazdou dekadou Zivota
roste pravdpodobnost vyskytu na dvojnasobek. Nezbytnou podauingro vznik karcinomu
prostaty je pitomnost androgeén muzskych pohlavnich horménvznikajicich ve varlatech.
DalSimi faktory, které prawgodobr piispivaji ke vzniku nadorovych onemden prostaty, jsou
genetické dispozice, riziko vyskytu pro syna otcajioitho karcinom prostaty je asi trojnasobné,
a etnicky fivod, nejvysSi incidence karcinomu prostaty je u reghgch cernoctii, vyssi je také
u indoevropské populace. V s@sné dob neexistuje jeden konkrétni test, ktery by nam pbit¢i
vyvrétil ptitomnost karcinomu prostaty a zaraveas informoval o pokgilosti a umistni
karcinomu. Jedna se tedy spiSe o soubor tgSietktera Ize rozgit na ta, kterd vedou k podeni
na karcinom prostaty (vygeni per rektum a hladiny PSA), vy&aii, ktera jej histologicky potvrdi
(transrektalni sonografie s biopsii prostaty) @i} ktera slouzi k deni pokr@ilosti onemoc#ni
(CT, scintigrafie apod.). [1],[2].

Prostaticky specificky antigen (PSA) je gaany marker nadorovych onemeénhprostaty. Slouzi
jak ke stanoveni diagnozy, tak kani pokrailosti choroby i monitoringu UsgSnosti I€by, avSak
jeho senzivita (49-91 %) a specifita (68-80 %) oejdostaténs vysoké, aby mohl byt povazovan
za idedlni marker. Z chemického hlediska se jedg§lmprotein, kddovany na 19. chromozomu,
podilejici se na likvefakci spermii, jenz je Wdwan epitelialnimi bikami prostaty, jak
normalnimi, tak nadorovymi. PSA se vyskytuje v kivitsi ¢asti (85%) ve vazbna bilkoviny
krevni plazmy a &sti jako volny, tzv. fPSA. ZvySena hladina PSA wiktedy signalizuje
jakoukoliv abnormalitu prostaty, nejen karcinom.kda
O normalni mnozstvi PSA v krvi je obvykle povazovana
H koncentrace 0-4 ng/mligsto rkteré druhy testu maji horni
/N\)L limit normdlu jiz 2,5 ng/ml. ¥tSina mu# s karcinomem
H3C OH prostaty mé& hladinu PSA v rozmezi 10 az 20 ng/viak
nejsou neobvyklé ani hodnotyradu stovek nebo dokonce tisidednou z latek, jejichz potencial

pro vyuziti v diagnostice karcinomu prostaty jeksain.[9]. Sarkosin v s@asnosti v centru zajmu.

Obréazeks.1.: Strukturni vzorec sarkosinu
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Sarkosin-CHNHCH,COOH, byl poprvé izolovan a pojmenovasnteckym chemikem Justusem
von Liebigem v roce 1847. Je tdippdni, netoxicka, bezbarva pevna latkafigatdo skupiny
aminokyselin, jenz méa sladkou ahwa je rozpustna ve ved V lidském tle vznikd jako
meziprodukt metabolismu cholinu na glycin, je tdytemethylderivat glycinu, ¢dy nazyvany
N-methylglycin.V malém mnozZstvi se vyskytuje ve leeh i jinych €Inich tkanich. | v fipac
ranych stadii vyvoje nadoru je sarkosin cennym tkedi. Nejmén cenné je i to, Ze ve vzorcich
odebranych zdravym paciém nebyl wibec gitomen. Tim se minimalizuje praglodobnost
JfaleSného poplachu.” Podle zZegreénych vysledk je sarcosin podstatnlepsi indikator
postupujici rakoviny nez tzv. prostaticky antiggmotilatka), jehoz fitomnost v krvi se testuje
dnes. Z medicinského hlediska by bylo idealni, kdyyli muzi po padesatce vysetani
kazdor@ng. Predstava, Ze vifpads podezeni na nador |ékavzorek prostaty odebere jehloiep
konenik, nahani ®siné muzi husi kizi, kterd nemizi ani po uji&ti, Ze biopsie je té#i
bezbolestna. iinu zvratu vyvoje normalni kikky v nddorovou zatimipsré nezname. Neni jasné,
pro¢ nékdy nador roste jen zvolna a jindy je agresivniziNmibny typ nadoru pacienta omezuje
minimalns a po léta se ifliS nentni. Stava se, Ze pacienti s n¥&im typem podstupuji
chirurgické zakroky a otavani zbyténs. RozliSeni obou variant je totiz velmi obtiznér®esin
upozonuje pra¥ na agresivni nadory, ukéinse nadrérna I&ba pacient, je to velky krok na cest

k vyvoji jednoduchého testu na rakovinu prostatiitofinost v mei latky (sarkosinu), ktera
s vysokou pravépbodobnosti signalizujeffltomnost nadoru, uleh véasnou diagnézu. Ve studii
zveejnéné v ¢asopisu Nature v roce 2009, bylo publikovano, ze&kasan vyskytoval pouze
u pacient s karcinomem prostaty, jeho obsah vytaggrostl a poukazoval na agresivni nadory,
pii m&teni v mai. [4],[6].

Hlavnim cilem této prace bylo optimalizovat metqato rychlé a spolehlivé stanoveni sarkosinu
v riznych biologickych vzorcich. Analyzovat hladinu kszsinu a dalSi biologické parametry ve
vzorcich mai pacienti i kontrolni skupiny. Zkoumat vliv fidavki riznych latek a teploty na
hladinu sarkosinu a také vliviidavki sarkosinu na Zivotnost rakovinnych prostatickych
burgk.[7]1,[8].

MATERIAL A METODIKA

VSechny pouzité chemikdlie byly zakoupeny od fir@igma-Aldrich Spojené Staty Americké,
spol. s.r.o. ve standardni péstots. Pro gipravu vSech roztakbyla pouzita destil. voda Milli-Q.
Pro HPLC bylo pouzito 6 pracovnich roztoftab.¢. 1).
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CeHsO7 11.11g 10g 10.53g -
CeHsNaO; 4.04g 5.69 9.69 19.69
NaCl 9.25¢ 8.369 18g 52.69
H4BOs - - - 2.05g
NsNa 0.1g 0.1g 0.1g 0.1g
Thiodiglikol 2.5ml 2.5ml 2.5ml -

Tabulkac. 1 — Sodno — citratové pufry pro Analyzator rokiyselin AAA 400 (na 1000ml)
Biologické vzorky
Bun&ené lyzaty - Pro analyzu sarkosinu byly pouzity &iuné lyzaty rakovinnych prostatickych

burgk linie 22Rv1 (odvozena z xenograftu pasdzovanéndastrovanych mysich)ipravenych

v laboratgich lékaské fakulty Masarykovy univerzity. Rly byly péstovany v zivném médiu
RPMI-1640 obohaceném o 10% FBS a antibiotika (pémicstreptomycin). Uchovavany byly
v Termoboxu fi teplo& 37 °C s 5% fisunem CQ@ Po prvnim dosazeni 50 az 60% konfluence
doSlo k vyméné média. Po zhruba 24 hodinach od této #yymbylo médium oft vymeénéno,
tentokrat vSak bylo nové médium obohaceno o 10,1500 pM sarkosin, diky tomu tedy vznikly
3 odliSné vzorky bukk. Zhruba za 72 hodin od tohoto rékhi doSlo k 80 — 90% konfluenci
a buiky jiz byly ptipraveny k zasrecnému sklizeni. U butk s pidavkem sarkosinu nasleslbyli
zmefeny pomoci imunochemického analyzatoru AIA-600- adet EIMA, testosteron, PSA
a pomoci aminoanalyzatoru AAA-400 koncentrace ssirko

Vzorky maii

Pro analyzu sarkosinu i jinych biologickych hodbgto pouZito celkem 37 vzokmuzské méi;
23 kontrol (zdravi dobrovolnici veéku 17 — 31 let), 3 vykeni (muZi u nichz byl karcinom
prostaty v minulosti potvrzen, ale po podstoupexiby se v jejich &le, podle v sotasnosti
pouzivanych teét jiz nevyskytuje), 11 pacieint(z Urologické kliniky FN u sv. Anny). VSechny
biologické vzorky byly pouzity se souhlasem etigkgnise FN u sv. Anny.

Chemikalie pouzité pro interakce sarkosinu

VSechny chemikalie pouzité pro interakce sarkodiyly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich
Spojené Staty Americké, spol. s.r.o. ve standapdaicistots.Pro gipravu roztok byla pouzita
voda Mili-Q. Pro interakce bylo pouZito 9 pracoymimztoki: glukéza, kreatinin, uracil, chlorid
sodny, kyselina mimva, glycin, prolin, albumin, uracil. K mnozstvi oM sarkosinu bylo
nésled® pridano 9 pracovnich roztéko koncentracich 1-10mM. Byli provedené&teni pomaoci
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aminoanalyzéatoru - AAA-400, (obk. 2). Cilem daného experimentu bylo zjistit viiznych latek
na posun retemihocasu a na plochu sarkosinu.

A, C,
PC VIS 14 v =0.0137x-0.1446
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Obrazek¢. 2.: A) Schéma HPLC- AAA 400; B) Post-kolonovaivdézace sarkosinu; C)
Kalibracni kfivka sarkosinu.

K detekci sarkosinu byla pouzita ionexovéa kapalinctiromatografie s fotometrickym detektorem
(VIS). Mobilni fazi tvdily sodno-citratové pufry (viz Chemikalie). Stagmi fazi je ionex
s kyselou funkni skupinou HSO3. K separaci vzorku dochazi na kalonaplretné ionexem.
Kladn¢ nabith aminoskupina aminokyselin se reverzibiladsorbuje na zaparnnabitou
sulfoskupinu. Zmnou podminek, &Sinou pH, iontové sily a teploty, dochazi k postipu
isoelektrickym bodem, tedy ty nejzasafit. Postupnym zapojovanim m€érkyselych a vice
koncentrovanych pufr dochazi k postupnému odeni vSech slozek vzorku. Rovnémému
vymyvani z kolony dopoméh& zvySeni teploty tam, Kge byla mezera mezi jednotlivymi
aminokyselinami opoufcimi kolonu [ilis velkd. Po eluci aminokyselintiglusného vzorku
néasleduje regenerace kolony pomoci promyvani remoR,2 M NaOH. Po vystupu z kolony jsou
jiz oddélené aminokyseliny miseny s ninhydrinovy#midlem, se kterym néslednpti zvySené
teplot reaguji v piitotném reaktoru. Tento proces se nazyva post-koloderigatizace (obr. 2).
Po vystupu z reaktoru je vznikly barevny produlktkee, v pipads sarkosinu purpuravzbarveny
komplex, tzv. Ruhemannovéervai, detekovan pomoci absérpho fotometrického detektoru.
Detektor registruje zeému absorbanceipdvou vinovych délkach, vifpad sarkosinu fi vinové
délce 570 nm. Rdtatovym programem CHROMULAN vytdéeny zaznam, chromatogram,
piedstavuje zavislost absorbancecaae. Tento zaznam je tem el&nimi kiivkami, piky, jejichz
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poloha (retetni ¢as) utuje konkrétni aminokyselinu a jejich plocha jénpo Gnérna koncentraci
aminokyseliny.

VYSLEDKY A DISKUZE

Pri sledovani interakci sarkosinianymi latkami doSlo k viéi méns k zmsnam retenci a plochy
po pidani NaCl, glycinu, prolinu a kyselinmatové. (obrg. 3)
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Obrazeké.3.: Zmena reterniho dasu sarkosinu po Aani riznych koncentraci: A) NaCl, B)
Kyselina mdova, C) Prolin, D) Glycin

Pristroj AAA 400 je primars optimalizovan pro analyzu esencialnich aminokyselbiologickych
vzorcich. Metoda poskytuje vysokou sepafa (innost a reprodukovatelnost stanoveni
(RSD = 2 %). Jednim z prvnich Ukgbrace bylo o¥fit, zda je tento fistroj vhodny pro stanoveni
sarkosinu, pro které neni specifickyem.
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vék kontrolni

vék pacient: sarkosin (LM) skupiny sarkosin (LM)
62 1480 17 ND
64 770 19 ND
65 830 21 ND
67 640 22 ND
70 337 20 ND
71 321 19 ND
72 121 19 ND
73 530 22 ND
74 186 23 ND
75 150 24 ND
76 190 22 ND

Tabulkac. 2.: Koncentrace sarkosinu u pacigistkarcinomem prostaty a kontrolni skupiny.

Pred analyzu sarkosinu pomoci Analyzatoru aminokys&hA 400 byl kazdy vzorek 10x fiedsn

v pufru (Thidioglikol-5ml,N\Na0,10g,NaCl-11,50g4Els0; -14g na 1000 ml) a nasletlbyla takto
vznikla snés promichana na Vortexu. V tabulcg. 2 jsou sumarizovany vysledky mnozstvi
sarkosinu u skupiny kontrolni a u skupiny padiestkarcinomem prostaty. Z uvedenych dat Ize
soudit, Ze hladina sarkosinu u niug pozitivni diagn6zou karcinomu prostaty je sitgaifitns
zvySena ve srovnani s hladinou u kontrolnich vzork

Pripravené biiky byly naediny v pomeéru 1:4 ve fosfatovém pufru pH7(NaPOs-
9,078g,NaHPQ,-11,876g na 1000ml ) a podrobené analyze na imunochemickem analymator
AIA-600, byly zmsieny koncentrace testosteronu(ots), PSA a fPSA (obk 4). Z uvedenych dat
Ize soudit, Ze sarkosin néhvyrazny vliv na koncentrace PSA a fPSA, na rozdilkoncentrace
testosteronu, kde ieme vidt klesajici trend.
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14

=PSA ng/ml
= fPSAng/ml

12 -

10 -

koncentrace ng/m

22RVLO 22RVL50 22RVL 500

Obréazek.4.: Koncentrace PSA a fPSA u linii 22RVL&lpvkem sarkosinu 0-500 pM

@ Testosteron ng/dl

22RVLO 22RVL 50 22RVL 500

Obréazek.5.: Koncentrace testosteronu u linii 22RVLdpvkem sarkosinu 0-500 uM

ZAVER

Bylo potvrzeno, Ze sarkosin je jednim z potencéimharked, detekovatelnych v nég u pacieni

s nadorovym onemoénim prostaty. V satasnosti vSak existuje mnoho diameteatmdliSnych
védeckych nazdr, zda ho Ize anebo nelze takto vyuzit. V této pikada studovana moznost
stanoveni sarkosinu pomoci segafametody - vysokafinné kapalinové chromatografie
s ionexovou separaci. Bylo zjifb, Ze pro detekci sarkosinu, v tak slozité majekp je m@, se
jako vhodrjsi jevi chromatografie. Déle bylo zg#b, Ze s fibyvajici koncentraci sarkosinu
piidaného do Zivného média rakovinnych prostatickicimk klesa hladina testoteronu ale na
hladinu PSA a fPSA nema tak vyrazny vliv. Nejvyrgzi vliv na retenci a plochu sarkosinilin
NaCl, glycin, prolin a kyselina n¥ova. Vysledky experimentalni prace vykazuji slibingnd
vyuziti sarkosinu pro diagnostiku nadorovych onemini prostaty, ale je pt#gba je& mnoho
dalSich studii, nez bude mozno sarkosin vyuzivabiatnou klinickou diagnostiku.
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